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(57) Abstract: The invention relates 
to a pro-drug comprising a cyclic 
undecapeptide wherein the peptide chain 
thereof comprises at least one amino 
acid residue of general formula (1) 
wherein the carbon atom C a is one of 
the links in said undecapeptide cycle; - 
substituents Y individually represent a 
hydrogen atom or form a bond together; 
- substitutents R 1 and R 3 independently 
represent a hydrogen atom, an aralkyl 
group, an alkaryl group, a heteroalkyl 
group, a heterocyclic group, a heterocyclic 
alkyl group, an alkyl heterocyclic group 
or an alkyl group having 1-6 carbon 
atoms which is linear or branched, and 
which is optionally substituted by at least 
one of the groups chosen from among 
-COOH, -CONHR 8 , -NHC0=NH(NH 2 ), 
-NHC=NR 8 (NH 2 ), -NH 2 , -NHR 8 , 
-NR 8 2 , -N + R 8 3 , -OH, -OPOtOR 8 ^, 
-OPO(OH) 2 , 
-OSO(OH)(OR 8 ), 
the different salts 
produced therefrom, each of the 
substituents R 8 independently representing 
an alkyl group which is linear or ramified 
having 1 - 6 carbon atoms; - substituents 
R 2 and R 4 independently represent a hydrogen atom, an alkaryl group or an alkyl group having 1 - 6 carbon atoms which is linear 
or branched; - the substituents R 5 and R 6 individually represent a hydrogen atom, an aralkyl group, an alkyl group having 1-6 
carbon atoms which is linear or branched; and substituent R 7 represents an alkaryl group, a heteroalkyl group, a heterocylic group,a 
heterocylic alkyl group, an alkyl heterocyclic group or an alkyl group having 1 - 6 carbon atoms which is linear or branched. 

[Suite sur la page suivante] 
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-OPO(OH)(OR 8 ), 
-OSO(OR 8 )2, 
-OSO(OH) 2 , and 
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(57) Abrege : La presente invention concerne une pro-drogue constitue d'un undeca-peptide cyclique dont renchainement pepti- 
dique comprend au moins un residu d'acide amine de formule generate (I), dans laquelle: -1' atome de carbone C a constitue Tun 
des maillons du cycle undeca-peptidique; -les substituants Y representent chacun un atome d'hydrogene ou constituent ensemble 
une liaison; -les substituants R 1 et R 3 representent, independarnrnent l'un de 1' autre, un atome d'hydrogene, un groupe aralkyle, un 
groupe alkaryle, un groupe h&eroalkyle, un groupe h£terocy clique, un groupe alkyl-h£terocyclique, un groupe h6terocyclique-alkyle 
ou un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone, lineaire ou ramifie, et eventuellement substitue par au moins un des groupe - 
ments choisis parmi -COOH, -CONHR 8 , -NHC0=NH(NH2), -NHC=NR 8 (NH 2 ), -NH 2 , -NHR 8 , -NR 8 2 , -N + R 8 3l -OH, -OPO^R^z, 
-OPO(OH)(OR 8 ), -OPO(OH) 2 , ^©(OR^z, ^©(OID^R 8 ), -OSO(OH) 2 , et les differentes formes salifiees de ces groupements, 
chacun des substituants R 8 representant independarnrnent Tun de 1' autre un groupe alkyle, lineaire ou ramifie, ayant de 1 a 6 atomes 
de carbone; -les substituants R 2 et R 4 representent, independarnrnent Tun de l'autre, un atome d'hydrogene, un groupe alkaryle, ou 
un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone, lineaire ou ramifie; -les substituants R 5 et R 6 representent, independarnrnent l'un 
de l'autre, un atome d'hydrogene, un groupe aralkyle, un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone, lineaire ou ramifie^ et 
le substituant R 7 represente un groupe aralkyle, un groupe alkaryle, un groupe h£teroalkyle, un groupe heterocyclique, un groupe 
alkyl-heterocyclique, un groupe heterocyclique-alkyle ou un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone, lineaire ou ramifie. 
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Pro-droque et son utilisation en tant que medicament 

La presente invention concerne une pro-drogue constitute d'un und6ca- 
5 peptide cyclique et son utilisation en tant que medicament, destine, en 
particulier, au traitement de pathologies oculaires. 

Les cyclosporines constituent une classe structurellement distincte de 
peptides cycliques qui ont en commun d'etre constitu6s d'un enchainement de 
10 onze acides amines, certains 6tant atypiques, soit du fait de leur configuration 
D, soit du fait de la structure chimique 6labor6e de leur chaTne Iat6rale, soit 
encore par le fait de I'alkylation du groupe amine. 

A ce jour, une trentaine de cyclosporines ont 6te isolees a partir de 
15 source fongique et de nombreux und6ca-peptides cycliques analogues a ces 
produits naturels ont ete obtenus par hemisynthese ou par synthase totale. 
Parmi ces analogues de undeca-peptides cycliques, on trouve egalement des 
peptolides ou depsipeptides, c'est-a-dire des polypeptides cycliques contenant 
egalement dans leur enchaTnement des liens ester. 

20 

Dans la suite de cette description et a moins qu'il n f en soit precise 
autrement, par "cyclosporine", on entendra aussi bien les und6ca-peptides 
cycliques obtenus de source naturelle que leurs analogues obtenus par 
hemisynthese ou par synthase totale, y compris les peptolides obtenus de 
25 source naturelle ou leurs analogues obtenus par hemisynthese ou par 
synthase totale. 

Le premier membre de cette famille des cyclosporines a avoir ete isole 
puis identifie a ete la Cyclosporine A. L'enchaTnement peptidique constituant 
30 son cycle und6ca-peptidique est le suivant: 



-MeBmt-Abu-Sar-MeLeu-Val-MeLeu-Ala~(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal- 
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sa structure chimique developpee etant la suivante: 




II M ll ^ 



Cyclosporine A 

5 Parmi les acides amines atypiques que comprend cet und6ca-peptide 

cyclique, on note en particulier celui qui se trouve en position 1, d savoir la 
N-m6thyl-(4R)-4-((E)-2-butenyl)-4-methyl-L-threonine J note MeBmt. 

Cet acide amine est sp£cifique aux cyclosporines, le groupe ethyl£nique 
10 pouvant £ventuellement etre reduit. II possede un groupe amine qui est 
m6thyl£. En outre, le groupe hydroxyle qu'il porte est tres remarquable en ce 
sens qu'il est le seul groupe de tout cet undeca-peptide cyclique susceptible de 
conduire a des modifications chimiques. On peut en outre constater d'ores et 
deja qu'il se trouve dans un environnement st£rique fortement encombre 
1 5 rendant toute approche de reactif extremement delicate. 



Ces undeca-peptides cycliques, qu'ils soient d'origine naturelle ou 
obtenus par synthese, presentent un large spectre d'activites biologiques parmi 
lesquelles les plus connues sont les activites immunosuppressives, anti- 

20 inflammatoires, anti-parasitaires, ou des activites permettant de contrecarrer ou 
de diminuer la resistance de tumeurs cancereuses a d'autres medications. 
Certains de ces undeca-peptides cycliques se sont averes posseder des 
activites anti-virales prometteuses, en particulier, dans le traitement du SIDA 
en inhibant la replication du virus de I'immunodeficience humaine de type 1 

25 (VIH-1). 



WO 02/085928 PCT/CH02/00222 

-3- 

A ce titre, un certain nombre d'und§ca-peptides cycliques, obtenus par 
h§misynthese et ayant une structure analogue a celle de la Cyclosporine A, 
mais dont la nature des acides amines se trouvant en position 4, ou en position 
5 3 et 4, par rapport a Pacide amine MeBmt a 6t§ modifi6e, ont 6t§ d6crits dans 
la demande de brevet WO 00/01715 deposee par la presente demanderesse. 

De recents developpements pharmacologiques ont permis d'esp6rer que 
Teffet immuno-mod6rateur des cyclosporines, en particulier celui de la 
10 Cyclosporine A, effet qui est reversible, non myelotoxique et pour lequel peu 
d'effets secondaires ont ete repertories, puisse etre mis a profit en particulier 
dans le domaine ophtalmique, pour un traitement local, en particulier, de 
pathologies superficielles de Pceil et de ses annexes. 

15 Parmi ces pathologies, on trouve, entre autres, les keratoconjonctivites 

seches, appelees egalement syndrome de I'oeil sec, le syndrome de Sjogren, 
les keratoconjonctivites allergiques, en particulier, celles r6sistantes aux 
corticosteroTdes, les conjonctivites muco-synechiantes, les keratites stromales 
herpetiques, les keratites limbiques immunitaires, la keratite de Thygeson, la 

20 prevention du rejet des greffes de cornSe, et comme traitement adjuvant d'une 
chirurgie filtrante. 

Les undeca-peptides cycliques de la famille des cyclosporines 
possedent un caractere fortement hydrophobe reduisant d'autant leur solubility 
25 dans I'eau. Ce caractere est Ii6 ^ la nature de la chaTne laterale de la plupart de 
leurs acides amines, mais 6galement au fait que certain de ces acides amines 
ont leur groupe amine methyle, limitant ainsi le nombre possible de formation 
de liaison hydrogene intermoleculaire entre le undeca-peptide cyclique et, par 
exemple, un milieu de solubilisation aqueux. 

30 

De ce fait, ('administration par voie intra-veineuse (i.v.) de ces 
cyclosporines necessite des mises au point de formulations gateniques tres 
complexes, principalement sous la forme d'emulsions, parfois de stabilite 
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prtcaire et de manipulations dtlicates, et sources d'effets secondaires 
deleteres. 

A titre d'exemple, Tune des preparations pour perfusion i.v. de 
5 Cyclosporine A, disponible dans le commerce sous la marque de commerce 
Sandimmun, est constitute d'une micro-emulsion utilisant comme excipient 
une huile de ricin polyoxyethylenee connue sous le nom de marque de 
commerce Crtmophor. Cette preparation est conservee sous la forme d'un 
concents et doit etre dilute juste avant son administration. 

10 

Du fait de Pemploi de cette huile de ricin qui est connue pour mettre en 
solution certain des composants de matieres synthetiques, le fabricant 
recommande de n'utiliser lors de la manipulation de cette preparation que du 
materiel en verre ou, a defaut, en un materiau synthetique conforme aux 
15 "normes de la Pharmacopee Europeenne pour les recipients destines a 
contenir du sang", tous ces materiaux devant ttre exempts d'huile de silicone 
et de matiere grasses. 

De plus, il met en garde le clinicien du fait que cette huile de ricin est 
20 susceptible d'entratner des reactions anaphylactoTdes et, de ce fait, 
recommande que ('administration par voie intraveineuse soit reservee aux cas 
0C1 I'administration orale est impossible. 

Le developpement des applications prometteuses des cyclosporines par 
25 administration locale en ophtalmologie reste ralenti du fait egalement des 
difficultes a mettre au point des formulations galeniques appropriees, 
presentant en particulier une bonne toltrance locale et ne troublant pas la 
vision par la presence d'agents visqueux. 

30 Ainsi, et a titre d'exemple, Robert et al. ont rtcemment passe en revue, 

dans J. Fr. Ophtalmol., 2001, 24(5), 527, toutes les difficultes techniques qu'il y 
a a mettre au point, du fait du caractere lipophile, des formulations galeniques 
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permettant d'administrer la Cyclosporin A par voie locale en ophtalmologie et 
tous les problemes de tolerance locale qu'entraTnent ces formulations. 

L'une des conclusions que Ton peut tirer de cette revue est que, & ce 
5 jour, il n'existe aucune formulation sous forme d'un collyre qui soit apte a etre 
administree localement pour le traitement d'affections de Poeil et de ces 
annexes. Cette conclusion peut etre eiargie pour I'usage de la cyclosporine 
pour le traitement local d'affections des muqueuses ou d'affections cutanees. 

10 II existe par consequent toujours un besoin de mettre £ disposition du 

clinicien des cyclosporines, qu'elles soient d'origine naturelle ou synthetique, 
ou des derives de ces cyclosporines qui puissent etre rendues facilement 
administrables 3 un patient, en particulier par voie locale ou intra-veineuse, 
ceci en evitant I'emploi de formulations galeniques complexes, 2t stabilite 

15 precaire et a manipulation delicate, et sources d'effets secondaires deieteres. 

Ce besoin existe d'autant plus si ces cyclosporines, d'origines naturelle 
ou synthetique, doivent etre appliquees localement au niveau de I'oeil ou de 
ses annexes. 

20 

L'une des possibilites qui s!offre au specialiste lorsque qu'il est confronte 
au probleme de rendre assimilable dans un milieu physiologique une molecule 
pharmacologiquement active hydrophobe est de la modifier chimiquement afin 
de lui conferer un caractere hydrophile. 

25 

Afin d'eviter de d'alterer les propri6t6s pharmacologiques d'une telle 
molecule pharmacologiquement active, cette modification chimique peut 
consister a preparer un precurseur si possible inactif, de cette molecule 
pharmacologiquement active qui, une fois administre et sous Teffet des 
30 conditions physiologiques regnantes localement au sein de I'organisme, sera 
modifie chimiquement ou enzymatiquement de telle sorte que la molecule 
pharmacologiquement active soit liberee, si possible, soit sur le site ou son 
action pharmacologique doit se produire, soit dans le sang qui transportera 
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cette molecule pharmacologiquernent active ainsi Iib6r6e sur son site d'action, 
ceci correspondant au concept de "pro-drogue". Dans la suite de cette 
description, le precurseur en question de ladite molecule pharmacologiquernent 
active est appele "pro-drogue". 

5 

II est d6jS connu de modifier chimiquement la structure de la 
Cyclosporine A en vue de conferer au produit obtenu un caractere hydrophile. 

Ainsi, Rothbard et al. ont decrit dans la demande de brevet WO 
10 01/13957 une m<§thode pour am§liorer I'administration de molecules 
pharmacologiquernent actives et pour leur permettre de traverser le derme et 
les membranes epitheliales consistant a greffer sur ces molecules, de fagon 
reversible, une chaine laterale constitute de fragments d'une chaine poly- 
arginine. Parmi ces molecules pharmacologiquernent actives, on trouve des 
15 molecules a caractere hydrophobe comme la Cyclosporine A. 

Toutefois, de tels conjugu6s sont de manipulation et de conservation 
extr§mement deiicates du fait, comme il est indique dans cette demande citee, 
que la molecule pharmacologiquernent active se trouve liberee des que le pH 

20 du milieu depasse 7. De plus, lors de la liberation de cette molecule 
pharmacologiquernent active, les fragments de chatne poly-arginine se 
trouvent relargues au sein de I'organisme. Ces poly-arginines, etant connues 
pour leur toxicite et leur pouvoir irritant, provoqueraient des irritations telles 
qu'un usage dans le domaine ophtalmique de tels conjugu6s de cyclosporine 

25 n'est pas envisageable. 

Crooks et al. decrivent dans la demande de brevet WO 00/67801 la 
preparation de pro-drogues d f agents anti-inflammatoires tels que le flurbiprofen 
afin de pouvoir les administrer localement au contact de Tceil, tout en 6vitant 
30 cette fois toute irritation locale, lis y sont parvenus, pour un certain nombre de 
medicaments, en introduisant des chaines oxygen§es ou poly-oxyg§nees. 
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En revanche, en voulant faire subir a la Cyclosporine A des memes 
modifications chimiques, ils ne sont parvenus a obtenir que des produits qu'ils 
decrivent comme etant stables, autrement dit qui ne se clivent pas pour liberer 
la Cyclosporine A, que se soit au contact du s6rum humain ou dans un tampon 
5 phosphate se trouvant £ pH 7,4. 

La presente invention a par consequent pour but de mettre a la 
disposition du clinicien des pro-drogues de und6ca-peptides cycliques de la 
famille des cyclosporines, d'une part, qui puissent etre administrables au sein 
10 du milieu physiologique sans avoir a mettre au point des formulations 
galeniques elaborees, d'autre part, qui puissent etre conserves, puis manipul6e 
et administree sans avoir a se preoccuper en particulier des conditions de pH 
du milieu environnant. 

15 La pr6sente invention a egalement pour but de mettre a la disposition du 

clinicien des pro-drogues de und6ca-peptides cycliques de la famille des 
cyclosporines qui puissent etre administr6es localement d'une fagon generate, 
et en particulier sur la surface oculaire ou sur les muqueuses, et qui puissent 
ensuite liberer dans un temps de demi-vie approprie le undeca-peptide cyclique 

20 pharmacologiquement actif et ceci sans irritation locale. 

A cet effet, la presente invention concerne une pro-drogue constitute 
d'un undeca-peptide cyclique dont FenchaTnement peptidique comprend au 
moins un residu d'acide amine de formule generale (I) suivante: 



25 




(I) 



dans laquelle: 
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- I'atome de carbone C a constitue Tun des maillons du cycle undeca-peptidique; 

- les substituants Y representent chacun un atome d'hydrogene ou constituent 
ensemble une liaison; 

- les substituants R 1 et R 3 representent, independamment I'un de I'autre, un 
5 atome d'hydrogene, un groupe aralkyle, un groupe alkaryle, un groupe 

heteroalkyle, un groupe heterocyclique, un groupe alkyl-heterocyclique, un 
groupe heterocyclique-alkyle ou un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de 
carbone, lineaire ou ramifie, lesdits groupes etant eventuellement substitues 
par au moins un des groupements choisis parmi -COOH, -CONHR 8 , 

10 -NHC=NH(NH 2 ), -NHC=NR 8 (NH 2 ), -NH 2 , -NHR 8 , -NR 8 2 . -N + R 8 3 , -OH, 
-OPO(OR 8 ) 2 , -OPO(OH)(OR 8 ), -OPO(OH) 2 , -OSO(OR 8 ) 2 , -OSO(OH)(OR 8 ), 
-OSOtOH^, et les differentes formes salifiees de ces groupements, chacun 
des substituants R 8 representant independamment I'un de I'autre un groupe 
alkyle, lineaire ou ramifie, ayant de 1 a 6 atomes de carbone; 

15 -les substituants R 2 et R 4 representent, independamment I'un de I'autre, un 
atome d'hydrogene, un groupe alkaryle, ou un groupe alkyle ayant de 1 a 6 
atomes de carbone, lineaire ou ramifie; 

- les substituants R 5 et R 6 representent, independamment I'un de I'autre, un 
atome d'hydrogene, un groupe aralkyle, un groupe alkyle ayant de 1 a 6 
20 atomes de carbone, lineaire ou ramifie; et 

-le substituant R 7 represente un groupe aralkyle, un groupe alkaryle, un 
groupe heteroalkyle, un groupe heterocyclique, un groupe alkyl- 
heterocyclique, un groupe heterocyclique-alkyle ou un groupe alkyle ayant de 
1 a 6 atomes de carbone, lineaire ou ramifie, lesdits groupes etant 
25 eventuellement substitu6s par au moins un des groupements choisis parml 
-COOH, -CONHR 8 , -NHC=NH(NH 2 ), -NHC=NR 8 (NH 2 ), -NH 2 , -NHR 8 , -NR 8 2 , 
-N + R 8 3 , -OH, -OPO(OR 8 ) 2 , -OPO(OH)(OR 8 ), -OPO(OH) 2) -OSOCOR 8 ^, 
-OSO(OH)(OR 8 ), -OSO(OH) 2 , et les differentes formes salifiees de ces 
groupements, chacun des substituants R 8 ayant la definition precedente. 



30 



Lorsque les deux substituants Y constituent ensemble une liaison, ledit 
residu d'acide amine de formule generate (I) derive d'un residu de la N-methyl- 
(4R)-4-((E)-2-butenyl)-4-methyl-L : threonine dans lequel le groupe hydroxyle de 
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la threonine a ete esterifie de fa$on appropriee et la molecule 
pharmacologiquement active qui sera liberee lorsque la pro-drogue sera clivee 
au sein de I'organisme sera constitute d'un undeca-peptide cyclique dont 
I'enchamement peptidique comprend au moins un residu N-methyl-(4R)-4-((E)- 
5 2-butenyl)-4-methyl-L-threonine (MeBmt). 

De meme, lorsque les deux substituants Y represented chacun un 
atome d'hydrogene, ledit residu d'acide amine de formule g6nerale (I) derive 
d'un residu de la N-methyl-(4R)-4-butyl-4-m6thyl-L-thr6onine dans lequel le 
10 groupe hydroxyle de la threonine a 6t6 esterifie de fagon appropriee et la 
molecule pharmacologiquement active qui sera liberee lorsque la pro-drogue 
sera clivee au sein de I'organisme sera constitue d'un undeca-peptide cyclique 
dont I'enchainement peptidique comprend au moins un residu N-methyI-(4R)-4- 
butyl)-4-methyl-L-threonine (Dh-MeBmt). 

15 

De preference, dans la formule generale (I) definissant ledit residu 
d'acide amine, au moins Pun des substituants R 1 et R 3 repr§sente un groupe 
aralkyle, un groupe alkaryle, un groupe heteroalkyle, un groupe heterocyclique, 
un groupe alkyl-heterocyclique, un groupe heterocyclique-alkyle ou un groupe 

20 alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone, linSaire ou ramifie, chacun desdits 
groupes etant substitue par au moins un des groupements choisis parmi 
-COOH, -CONHR 8 , -NHC=NH(NH 2 ), -NHC=NR 8 (NH 2 ), -NH 2 , -NHR 8 , -NR 8 2 , 
-N + R 8 3 , -OH, -OPO(OR 8 )2, -OPO(OH)(OR 8 ), -OPO(OH) 2 , -OSO(OR 8 ) 2 , 
-OSO(OH)(OR 8 ), -OSQfOHfe, et les differentes formes saliftees de ces 

25 groupements, chacun des substituants R 8 ayant la definition precedente. Ces 0 
groupements, reconnus pour leur caractere polaire, ameliorent grandement le 
caractere hydrophile confere a ladite pro-drogue. 

De preference encore, lesdits groupes aralkyle, alkaryle, heteroalkyle, 
30 heterocyclique, alkyl-heterocyclique, heterocyclique-alkyle ou alkyle precedents 
sont substitu6s par au moins un des groupements choisis parmi -NR 8 2| -N + R 8 3, 
-OPO(OH) 2 ou les differentes formes salifiees de ces groupes, chacun des 
substituants R 8 ayant la definition, pr6cedente. 
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1 3 

De preference encore, au moins Tun desdits substituants R et R 
represented un groupe alkyle lineaire ayant de 1 a 6 atomes de carbone 
substitues par au moins un des groupements choisis parmi -NR 8 2, -N + R 8 3, 
5 -OPO(OH) 2 ou les differentes formes salifiees de ces groupements, chacun 
des substituants R 8 ayant la definition pr6cedente. 

Lorsque lesdits substituants R 1 et R 3 represented un groupe alkyle 
lineaire ayant de 1 a 6 atomes de carbone substitues par au moins un des 
10 groupements choisis parmi -NR 8 2l -N + R 8 3 , -OPO(OH) 2 ou ses differentes 
formes salifiees de ces groupements, chacun des substituants R 8 ayant la 
definition precedente, les residus d'acides amines correspondants derived de 
preference: 

15 - soit de residus de serine, de homo-s6rine, de threonine, de allo-threonine, de 
N-methyl-serine, de N-methyl-threonine, de N-methyl-homo-serine, sous I'une 
quelconque des configurations (D) ou (L), de preference (L), et dans lesquels 
le groupe hydroxyle a ete fonctionnalise de facon appropriee telle que la 
chaTne laterale des ces residus d'acides amines porte les groupements 

20 polaires et/ou solubilisants; ou 

- soit de residus de lysine, d'ornithine, d'arginine, de N-delta-methyl-arginine, 
de N-alpha-methyl-arginine, de N-methyl-lysine, sous I'une quelconque des 
configurations (D) ou (L), de preference (L), et dans lesquels le groupe 
25 respectivement amine ou imine a ete fonctionnalise de facon appropriee telle 
que la chaTne laterale des ces residus d'acides amines porte les groupements 
polaires et/ou solubilisants. 

Lorsque les substituants R 1 , R 2 et/ou R 3 , R 4 formant les couples (R 1 , R 2 ) 
30 et/ou (R 3 , R 4 ) sont des groupes alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone, ils 
peuvent former au sein de chaque couple une chaTne alkylene formant avec 
I'atome de carbone et I'atome d'azote qui les portent un cycle. De preference, 
ils constituent la chaTne laterale d'un residu de proline. 
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Lorsque les substituants R 1 et R 3 represented, ind6pendamment Tun de 
Pautre, un atome d'hydrogene, un groupe aralkyle, un groupe alkaryle, tin 
groupe heteroalkyle, un groupe heterocyclique, un groupe alkyl-heterocyclique, 
5 un groupe heterocyclique-alkyle ou un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de 
carbone, lineaire ou ramifie, mais que lesdits groupes ne sont pas substitues 
par au moins un des groupements choisis parmi -COOH, -CONHR 8 , 
-NHC=NH(NH 2 ), -NHC=NR 8 (NH 2 ), -NH 2 , -NHR 8 , -NR 8 2l -N + R 8 3 , -OH, 
-OPO(OR 8 ) 2 , -OPO(OH)(OR 8 ), -OPO(OH) 2 , -OSO(OR 8 ) 2 , -OSO(OH)(OR 8 ), 

10 -OSO(OH) 2 , et les differentes formes salifiees de ces groupements, alors ils 
represented de preference les chames laterales de residus d'acides amines, 
sous des configurations (D) ou (L), de preference (L), ou de residus desdits 
acides amines sous des formes protegees et/ou activees et ayant 
eventuellement leur groupe amine alkyle habituellement disponibles dans le 

15 commerce. De preference encore, lesdits residus d'acides amines sont choisis 
parmi les vingt acides amines habituellement appeles acides amines naturels. 

De preference 6galement, dans la formule generate (I), les substituants 
R 5 et R 6 ne peuvent representer simultanement un atome d'hydrogene. De 
20 preference egalement, au moins Pun desdits substituants R 5 et R 6 represente 
un groupe alkyle ayant de 1 3 6 atomes de carbone, Hn6aire ou ramifie, et le 
substituant R 7 repr6sente un groupe aralkyle ou un groupe alkyle ayant de 1 & 
6 atomes de carbone, lineaire ou ramifie. 

25 De preference encore, lesdits substituants R 5 et R 6 representent, 

independamment Tun de Tautre, un atome d'hydrogene ou un groupe methyle. 

De preference, ladite pro-drogue est constituee d'un und6ca-peptide 
cyclique dont I'enchaTnement peptidique comprend un seul residu decide 
30 amine de formule generate (I) et forme ainsi un cycle und6ca-peptidique avec 
une sequence lineaire de dix acides amines de formule g6nerale (II) suivante: 



-T-U-V-WnvIeLeu-Ala-X-MeLeu-Z-MeVal-- (II) 
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dans laquelle: 

- T est choisi parmi les acides amines Ala, Abu, Nval, Val et Thr; 

-U est choisi parmi les acides amines Sar, (D)MeSer, (D)MeAla et 
5 (D)MeSer(OCOR 9 ), avec R 9 representant un atome d'hydrogene, un groupe 
alkaryle, ou un groupe alkyle ayant de 1 & 6 atomes de carbone, linSaire ou 
ramifi6; 

-V represente un acide amin6 de formule generale (N-R 10 )aa, aa etant choisi 
parmi les acides amines Val, Leu, lie, Thr, Phe, Tyr, Thr et R 10 etant un 
10 groupe akyle lineaire ou ramifie ayant de 1 a 6 atomes de carbone; 

- W est choisi parmi les acides amines Val, NVal et Leu; 

- X est choisi parmi les acides amines (D)Ala, (D)Ser, (D)Hiv, (D)Val et (D)Thr, 
avec (D)Hiv representant un residu de I'acide D-2-hydroxy-isovalerique; et 

- Z est choisi parmi les acides amines Leu et MeLeu. 

15 

Ainsi, lorsque, dans ledit residu d'acide amine de formule generale (I), 
les deux substituants Y repr6sentent chacun un atome d'hydrogene, la 
molecule pharmacologiquement active qui sera Iib6ree, au cours du clivage de 
la pro-drogue au sein de I'organisme, sera constitue d'un undeca-peptide 
20 cyclique de la famille des cyclosporines dont I'enchainement peptidique 
contient un r6sidu N-m6thyl-(4R)-4-butyl)-4-m6thyl-L-threonine (Dh-MeBmt). 

De meme, lorsque, dans ledit residu d'acide amine de formule generate 
(I), les deux substituants Y constituent ensemble une liaison, la molecule 
25 pharmacologiquement active qui sera liberee, au cours du clivage de la pro- 
drogue au sein de Torganisme sera constituS rfun und§ca-peptide cyclique de 
la famille des cyclosporines dont TenchaTnement peptidique comprend un 
residu N-methyl-(4R)-4-((E)-2-butenyl)-4-methyl-L-threonine (MeBmt). 

30 De preference, ces undeca-peptides cycliques correspondent aux 

cyclosporines d6ja d6crites dans la litterature pour posseder des proprietes 
pharmacologiques et ayant toutes dans leur enchaTnement peptidique, soit un 
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residu N-methyl-(4R)-4-((E)- 2 - but6 ny | )- 4 -'T>6thyl-L-threonine (MeBmt), soit un 
residu N-m6thyl-(4R)-4-butyl)-4-m§thyl-L-thr6onine (Dh-MeBmt). 

De preference encore, la sequence lineaire des dix residus d'acides 
5 amines restants constituant, avec ledit residu d'acide amine de formule 
generate (I), lesdits undeca-peptides cycliques est choisie parmi les sequences 
suivantes de formules (III) a (XIV): 

-Abu-SaHWeLeu-VaHWeLeu-Ala^D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal- (III); 
10 -Abu-(D)MeAla-EtVal-Val-MeLeu-AJa-(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal- (IV); 

-Thi-SaH^eLeu-Val-MeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal- (V); 

-Val-Sar-MeLeu-Val-MeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal- (VI); 

-NVahSar-MeLeu-Val-MeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal- (VII); 

-Val-(D)MeAla-MeLeu-Val-MeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal- (VIII); 
15 -Val-Sar-MeLeu-Val-MeLeu-Ala-(D)Val-MeLeu-Leu-MeVal- (IX); 

-Val-Sar-MeLeu-Val-MeLeu-Ala-(D)Thr-MeLeu-Leu-MeVal- (X); 

-Abu-(D)MeSer(OAc)-MeLeu-Val-MeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-Leu-MeVal-(XI); 

-Abu-Sar-MeLeu-Val-MeLeu-Ala-(D)Ser-MeLeu-MeLeu-MeVah (XII); 

-Thr-Sar-MeLeu-Leu-MeLeu-Ala-(D)Hiv-MeLeu-Leu-MeVal- (XII I); 

20 et 

-Abu-Sar-MeLeu-Val-MeLeu-Ala-(D)Val-MeLeu-Leu-MeVal- (XIV). 

La molecule pharmacologiquement active qui sera liberee lors du clivage 
de la pro-drogue au sein de I'organisme sera alors respectivement Tune des 

25 cyclosporines suivantes avec, selon les cas, un residu derive de la threonine 
avec une chaTne butenyle (MeBmt) ou butyle (Dh-MeBmt): 
Cyclosporine A (CsA); (D)MeAla 3 EtVal 4 CsA (WO 00/01715); Cyclosporine C 
(CsC); Cyclosporine D (CsD); Cyclosporine G (CsG); (D)MeAla 3 CsD; 
(D)Val 8 Csl; (D)Thr 8 Csl; (D)MeSer(OAc) 3 CsT; (DJSei^CsA (Progress in 

30 Medicinal Chemistry, Vol 25, ed Ellis and West, Elsevier Science Publ., 
Biomedical Division, 1998, pp 1-33); Thr 2 Leu 5 (D)Hiv 8 Leu 10 CsC (The Journal of 
Biological Chemistry, 1991, 266(24), 15570); (D)Val 8 Leu 10 CsA; les 
cyclosporines A, C, D, G, I et T etant decrites dans Progress in the Chemistry 
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of Organic Natural Products, 1986, 50, 124, les cyclosporines restantes etant 
preparees par analogie au procede decrit dans Helvetica Chimica Acta, 1984, 
67, 502. 

5 De preference encore, les pro-drogues de la presente invention ont 

respectivement les formules (XV) et (XVI) suivantes: 



\J./ T 



G 




0 | \ O I 0 



H 

_ N " Abu-Sar-MeLeu-Val-MeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal-| 

CH 3 O 



10 



(XV); 
et 




HO-^OH 



H 

Abu-Sar-MeLeu-Val-MeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal 



15 



(XVI). 



La pro-drogue selon la presente invention peut etre pr6paree en 
appliquant des methodes de syntheses chimiques bien connues du specialiste 
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de la chimie des peptides, et tout particulierement de la chimie des 
cyclosporines. 

Par le choix approprie des differents substituants definissant le residu 
5 decide amine de formule generate (I), les pro-drogues selon la presente 
invention se sont averees posseder, de fagon remarquable, un caractere 
hydrophile grandement amelior6 par rapport a la molecule 
pharmacologiquement active gen6ree lors du clivage de ladite pro-drogue. A 
titre d'exemple, la solubilite de certaines pro-drogues de la presente invention 
10 gen6rant apr&s clivage la Cyclosporine A est d'au moins 3000 fois superieure a 
celle de la Cyclosporine A. 

En consequence, les pro-drogues de la presente invention peuvent etre 
facilement incorporees & des formulations gaieniques aqueuses. 

Egalement de fagon remarquable, les pro-drogues de la presente 
invention s'averent ne pas etre sensibles aux conditions de pH habituellement 
rencontrees pour ce genre d'application lorsqu'elles se trouvent en solution 
aqueuse, 

De plus, les pro-drogues de la presente invention jouent pleinement leur 
r6le en Iib6rant, avec un temps de demi-vie tout a fait approprie pour une 
application therapeutique, la molecule pharmacologiquement active lorsqu^lles 
se trouvent au contact des enzymes presents dans les humeurs biologiques. 

La presente invention concerne §galement Tutilisation d'une pro-drogue 
telle que decrite prec§demment en tant que medicament. 

Un tel medicament est de preference utilise pour le traitement des 
30 pathologies ou des conditions physiologiques necessitant precedemment 
Temploi d'une cyclosporine, en particulier de toutes les pathologies necessitant 
Pemploi de la Cyclosporine A par voie locale ou par voie systemique intra- 
veineuse. 



15 



20 



25 
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Un tel medicament est en particulier destine a permettre la prolongation 
de survie des allogreffes d'organes tels que le rein, le coeur, le foie, le 
pancreas, le poumon, I'intestin gr§Ie, ou de la moelle osseuse. II peut etre 
5 destine £galement d inhiber la replication du virus de I'immunodeficience 
humaine de type 1 (VIH-1). 

Dans de telles applications, la posologie de la pro-drogue de la presente 
invention en administration systemique intra-veineuse est telle que la 
10 concentration en cyclosporine g£n6r6e lors du clivage, par exemple en 
Cyclosporine A, correspondant aux concentrations therapeutiques 
habituellement pr6conisee. 

De preference encore, un tel medicament est utilise dans le domaine 
15 ophtalmique et est destine, en particulier, pour le traitement de pathologies de 
I'oeil et de ses annexes. 

Parmi ces pathologies, on trouve, entre autres, ies keratoconjonctivites 
seches, appeiees 6galement syndrome de I'oeil sec, le syndrome de Sjogren, 

20 Ies keratoconjonctivites allergiques, en particulier, celles resistantes aux 
corticostero'fdes, Ies conjonctivites muco-synechiantes, Ies keratites stromales 
herpetiques, Ies keratites limbiques immunitaires, la k6ratite de Thygeson, Ies 
pathologies liees aux greffes de cornee, et comme traitement adjuvant d'une 
chirurgie filtrante. De preference encore, le medicament de la presente 

25 invention est utilise pour le traitement des keratoconjonctivites seches. 

Dans de telies applications, la posologie de la pro-drogue de la presente 
invention est telle que la concentration lacrymale en cyclosporine gen£r£e lors 
du clivage de la pro-drogue, par exemple en Cyclosporine A, doit etre 
30 superieure £ 0,5 jag/l en administration par voie locale. 

Le medicament de la presente invention peut etre administre, par voie 
topique, en particulier pour le traitement local d'affections des muqueuses ou 
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d'affections cutanees, ou par voie parenteral, en particulier par voie intra- 
veineuse. II peut egalement etre administre par voie orale dans le but 
d'ameliorer la bio-disponibilite de la cyclosporine, par exemple de la 
Cyclosporine A. 

5 

Lorsque le medicament de la pr6sente invention est administre par voie 
parenterale, les preparations gaieniques appropriees peuvent etre des 
solutions aqueuses concentrees et steriles, ou des poudres pour preparations 
injectables. 

10 

De preference, le medicament de la presente invention est administre 
par voie intra-veineuse. Les preparations gaieniques appropriees pour une telle 
administration sont des solutions aqueuses pour injection ou pour perfusion 
bien connues du specialiste. 

15 

De preference encore, le medicament de la presente invention est 
administre par voie locale. Les preparations gaieniques appropriees pour une 
telle administration, en particulier pour une application ophtalmique, sont les 
collyres, sous la forme de solutions steriles aqueuses, les pommades 
20 ophtalmiques, les gels ophtalmiques, les inserts ophtalmiques 

La presente invention, ainsi que ses proprietes avantageuses, sont 
presentees de fagon detaill6e, sans pour autant etre limitative, dans les 
Exemples et avec Paide du dessin dans lequel, 
25 - la Figure 1 represente une courbe de cinetique de conversion in-vitro d'une 
pro-drogue selon /'invention par hydrolyse & I'aide d'esterases et une courbe 
de cinetique d'apparition de la Cyclosporine A; 
-la Figure 2a represente le taux sanguin de Cyclosporine A apres 
administration i.v. de la Cyclosporine A sous une forme huileuse chez le rat; 
30 - les Figures 2b et 2c represented le taux sanguin de Cyclosporine A apres 
administration Lv. respectivement d'une solution aqueuse de deux des pro- 
drogues selon Tinvention chez ie rat; et 
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- la Figure 3 represente respectivement les concentration au cours du temps de 
la Cyclosporine A et cTune pro-drogue selon I'invention dans les larmes de 
lapin. 



produits obtenus, le residu de Cyclosporine A sera designe par Tabreviation - 
CsA, le residu du fragment oppose etant lie au seul groupe fonctionnalisable de 
ce undeca-peptide cyclique, a savoir le groupe hydroxyle de l'acide amine 
ayant la position 1, la N-methyl-(4R)-4-((E)-2-butenyl)-4-m6thyl-L-threonine 
10 (MeBmt). Les formules chimiques developpees des produits intermediates 
d6riv6s de la Cyclosporine A ne representeront que le residu d'acide amin§ en 
position 1 avec la chaTne laterale respective. 

Exemple 1 

15 Preparation du undeca-peptide cvcliaue de formule (XV) 



20 1. Preparation de MeBmt(0-Sar-Lvs(Nc + Me.>COOCH(CH^OCOCH^) 1 -CsA 



1.1. Preparation du carbonate d'a-acetoxv&hvle d'oxvcarbonvl-paranitro- 
ph6nolate (2) 

25 



5 



Dans la nomenclature utilisSe dans les Exemples pour d6crire les 




.0 



(XV) 
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1.1.1. Preparation du carbonate d'a-chloro6thyIe d'oxycarbonyl-paranitro- 
phenolate (1) 

A une solution de 3 g (21.6 mmol, 1eq) de p-nitrophenol et 1.7 ml 
5 (21.7 mmol, 1eq) de pyridine dans 108 ml de chloroforme sont ajoutes a 0°C, 
2.6 ml (23.7 mmol, 1.1 eq) de chloroformiate d'a -chloroethyle. Le melange 
reactionnel est agite 30 min a 0°C puis 16h 3 temperature ambiante. Le 
melange reactionnel est extrait & I'eau, avec une solution 3 0.5% de NaOH puis 
3 I'eau. La phase organique est s6ch6e sur Na 2 S04, filtree et evaporee sous 
10 vide reduit pour donner une huile jaune qui donne un solide blanc pur (5.8 g) 
apres cristallisation dans I'hexane. 

RMN- 1 H (400 MHz, CDCI 3 ): 5: 8.32 (d, 2H), 7.44 (d, 2H), 6.52 (q, 1H), 1.95 (s, 
3H). 

15 1.1.2. Preparation du carbonate d'a-acetoxy6thyle d'oxycarbonyl-paranitro- 
phenolate (2) 

A une solution de 4 g (16.3 mmol, 1 eq) de (1) dissous dans 100 ml 
d'acide acetique sont ajoutes 7.8 g (24.4 mmol, 1.5 eq) d'acetate de mercure. 

20 Le m6lange reactionnel est agite pendant 1 jour a temperature ambiante puis 1 
g (3.13 mmol, 0.2 eq) supplemental d'acetate de mercure est ajoute. Apres 1 
jour supplemental d'agitation a temperature ambiante, la reaction est 
complete. L'acide acetique est evapore sous haut vide et le residu repris dans 
rether. La phase organique est extraite avec une solution saline puis s6chee 

25 sur Na 2 S0 4> filtree et evaporee sous vide reduit pour donner une huile jaune. 
Le produit brut est chromatographie sur gel de silice pour donner une huile 
incolore (4.4 g). 

RMN- 1 H (400 MHz, CDCI 3 ): 6: 8.31 (d, 2H), 7.43 (d, 2H), 6.87 (q, 1H), 2.16 
(s, 3H), 1.64 (s,3H). 

30 

1 .2. Preparation de [ a-acetoxyethoxvcarbonvl-lvsine(Nr(Fmoc^ (5) 

i 
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1.2.1 Preparation de Tester benzylique de i'a-acetoxyethoxycarbonyl- 
lysine(N £ (Z)) (3) 

500 mg (1.23 mmol, 1 eq) de H-Lys(Z)OBn.HCI sont mis en suspension 
5 dans 2.5 ml de dioxane. A temperature ambiante sont ajoutes 231 jal (1.35 
mmol, 1.1 eq.) de N,N-diisopropylethyIamine (DIPEA) et 396 mg (147 mmol, 
1 .2 eq) de (2). Apres 1 jour d'agitation & temperature ambiante, la reaction est 
complete. Le dioxane est evapore sous vide reduit et le residu repris dans 20 
ml d'acetate d'6thyle. La phase organique est extraite trois fois avec une 
10 solution d'acide citrique a 6% (20 ml), une solution satur6e de NaHC0 3 (20 ml) 
et une solution satur6e en NaCl (20 ml), s6chee sur Na 2 S04 anhydre, filtre et le 
solvant est evapore sous vide reduit. Le produit brut obtenu est 
chromatographic sur gel de silice pour donner une huile claire, transparent 
(576 mg). 

1 5 ESI-MS: m/z: 501 .34 [M+H + ]; 51 8.28 [M+HzO+H*]. 

1 .2.2. Preparation de r a-acetoxyethoxycarbonyl-lysine (4) 

A une solution de 509 mg (1.02 mmol) de (3) dans 10 ml d'ethanol sont 
20 ajoutes 50 mg de palladium sur charbon actif. Apres 3 h d'agitation a 
temperature ambiante sous flux d'hydrogene, la reaction est complete. Le 
melange reactionnel est filtre sur celite et le filtrat evapore sous vide reduit pour 
donner le brut sous forme de cristaux brunatres qui est engage directement 
dans Tetape suivante (254 mg). 
25 ES-MS m/z: 276.87 [M+H + ]. 

1 .2.3 Preparation de Y a-ac§toxy§thoxycarbonyl-lysine(N £ (Fmoc)) (5) 

A une solution de 1.062 (3.84 mmol, 1 eq) de (4) dissous dans 38 ml de 
30 dioxane sont ajoutes 1.11 ml de DIPEA (6.53 mmol, 1.7 eq) et 1.555 g 
(4.61 mmol, 1.2 eq) de Fmoc-O-Suc. Apres 1 h d'agitation a temperature 
ambiante, la reaction est complete, le dioxane est evapore sous vide reduit et 
le r£sidu repris dans 20 ml d'AcOEt. La phase organique est Iav6e une fois 
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avec une solution d'acide citrique 6% (20 ml) et une solution saturee en NaCI 
(20 ml), sechee sur Na2S04 anhydre, filtr6e et le solvant est evapor6 sous vide 
r6duit. Le produit brut obtenu est chromatographie sur gel de silice pour donner 
une mousse blanche (1 .026 g). 
5 ES-MS m/z: 499.37 [M+H + ], 51 6.29 [M+hfeO+H 4 ]. 

1.3. Preparation de MeBmt(0-Sar-Lvs(N/Me.VCOOCH(CKOOCOCH^ 1 - 
CsA.r (XV) 

10 1 .3.1 Preparation de MeBmt(0-COCH 2 Br) 1 -CsA (6) 




15 4 g (3.33 mmol, 1 eq) de CsA seche sont dissous sous argon dans 66 ml 

(0.76 mol) de bromure de bromoacetyle. Par petites portions, sont ajoutes 2g 
(16.64 mmol, 5 eq) de dim&hylaminopyridine et le melange r6actionnel est 
agite a temperature ambiante pendant 40 min. La reaction est alors complete. 
Le melange reactionnel est verse, avec precaution et sous agitation 

20 vigoureuse, dans un melange d'hydrogenocarbonate (77 g, 0.91 mol), d'eau 
(500 ml) et de glace pillee. L'addition eventuelle de quelques portions 
suppI6mentaires de NaHC0 3 permet d'amener le pH de la solution a 7-8. La 
phase aqueuse s6paree est extraite deux fois au dichlorom6thane et les 
phases organiques reunies sont extraites trois fois avec une solution saturee 

25 de NaHC0 3 et avec une solution saturee de NaCI, sechees sur Na 2 S0 4 
anhydre, filtr£es et le solvant est evaporS sous vide r6duit. Le produit brut 
obtenu est chromatographie sur gel de silice pour donner une mousse blanche 
(3.2 g). 

ESI-MS : m/z : 622.6 [M+2H + ], 673.9 [M+Na + +hT]. 
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1.3.2. Preparation de MeBmt(0-Sar-H) 1 -CsA (7) 




(7) 



10 



15 



300 mg (0.23 mmol, 1 eq) de (6) sont dissous dans 2.3 ml d'ethanol. 
Sont ajoutes a temperature ambiante, 95 \i\ (0.68 mmol, 3 eq) de trtethylamine 
(TEA) et 31 mg (0.45 mmol, 2 eq) du chlorure de methylammonium 
supplemental. Apres 3 jours d'agitation a temperature ambiante, ajustement 
du pH a 12 par ajout de TEA et addition de 15 mg (0.23 mmol, 1 eq) de 
chlorure de methylammonium, la reaction est complete apres 1 heure. 
L'ethanol est evapor6 sous vide reduit et le r6sidu est repris dans de I'ac6tate 
d'ethyle. La phase organique est extraite a I'eau et avec une solution saturee 
en NaCI., sechees sur Na2S04 anhydre, filtrees et le solvant est evaporS sous 
vide reduit. Le produit brut obtenu est chromatographie sur gel de silice pour 
donner une mousse blanche (200 mg). 
ESI-MS:m/z: 1273.7 [M+hT]. 

1.3.3 Preparation de MeBmt(0-Sar-Lys(N e (FMOC)-COOCH(CH 3 )OCOCH 3 )) 1 
-CsA (8) 




NH(Fmoc) 



(8) 
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79 mg (0.06 mmol, 1 eq) de (7) sont dissous dans 0.5 ml de 
dichlorom6thane (DCM) sous argon. Sont ajoutes successivement sous argon 
31.6 \x\ (0.18 mmol, 3 eq) de DIPEA, 35 mg (0.09 mmol, 1.5 eq) de 
hexafluorophosphate de 0-(7-azabenzotriazol-1-yl)-1 ,1 ,3,3-tetramethyluronium 
5 (HATU) et 40 mg (0.08 mmol, 1.3 eq) de (5) dissous dans 0.8 ml DCM. Apres 
3 h d'agitation £ temperature ambiante, la reaction est complete. Le DCM est 
evapore sous vide rSduit et le residu repris dans 20 ml d'AcOEt. La phase 
organique est lavee une fois avec une solution d'acide citrique a 6% (20 ml), 
une solution satur6e de NaHC0 3 (20 ml) et une solution satur6e de NaCI (20 
10 ml), s6chee sur Na 2 S0 4 anhydre, filtree et le solvant evapore sous vide r6duit. 
Le produit brut est chromatographie sur gel de silice pour donner une mousse 
blanche (59 mg). 

ES-MS m/z: 1754.36 [M+H*]; 877.86 [M+2H + ]. 
15 1 .3.4 Preparation de MeBmt(0-Sar-Lys(N a -COOCH(CH 3 )OCOCH 3 )) 1 -CsA (9) 



d'acetonitrile sont ajoutes 90 \i\ (0.86 mmol, 10 eq) de dtethylamine. Apr6s 3 h 
d'agitation a temperature ambiante, la reaction est complete. Le solvant est 
evapore sous vide reduit et le produit brut est chromatographic sur gel de silice 
pour donner une mousse blanche (52 mg). 
25 ES-MS m/z: 1 532.79 [M+H + ]; 766.79 [M+2H+]. 




(9) 



20 



A une solution de 150 mg (0.09 mmol, 1 eq) de (8) dissous dans 900 \i\ 
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1.3.4. Preparation de MeBmt(0-Sar-Lys(N e + Me 3 )-COOCH(CH3)OCOCH 3 )) 1 
-CsA.1" (XV) 



49 mg (0.03 mmol, 1 eq) de (9) sont dissous dans 640 ^ de DCM 
anhydre, puis 30 jaI (0.48 mmol, 15 eq) de Mel suivis de 14 nl (0.08 mmol, 2.5 
eq) de DIPEA sont additionnes. Apres 1 jour d'agitation a temperature 
10 ambiante la reaction est complete. Le DCM est evapore sous vide reduit et le 
produit brut est purifie par HPLC semi-preparative pour isoler le compose pur 
sous forme de lyophilisat (30 mg). 
ES-MS m/z: 1574.37 [M+H*], 787.83 [M+2H*]. 

15 Exemple 2 

Preparation du und6ca-peotide cvcliaue d e formule (XVI) 




5 



(XV) 



HCk^OH 




i 



(XVI) 



20 
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1. Preparation de MeBmUQ-Sar-Ser(OPO(OH^-COOCH(CH a )OCOCH a ) 1 
-CsA. (XVI) 



5 



1.1. Preparation de [ g-acetoxvethoxvcarbonvl-serine (11) 

1.1.1. Preparation de Tester benzylique de I'a-acetoxyethoxycarbonyl-serine 
(10) 



1.4 g (6.04 mmol, 1 eq) de H-Ser-OBn.HCI sont mis en suspension dans 
10 12 ml de dioxane. A temperature ambiante, sont ajoutes 1.14 ml (6.64 mmol, 
1.1 eq) de DIEA et 2.1 g (7.85 mmol, 1.3 eq) de (2) obtenu selon I'Exemple 1. 
Apres une nuit d'agitation a temperature ambiante, la reaction est complete. Le 
dioxane est evapore sous vide reduit et le residu repris dans de I'acetate 
d'ethyle. La phase organique est extraite trois fois avec une solution d'acide 
15 citrique a 6%, une solution saturee de NaHC0 3 et une solution saturee en 
NaCI, sechee sur Na 2 S0 4 anhydre, filtree et le solvant est evapore sous vide 
reduit. Le produit brut obtenu est chromatographic sur gel de silice pour donner 
une mousse blanche (1 .7 g). 

RMN-'H (400 MHz, CDCI 3 ): 5: 7.34-7.41 (m, 5H), 6.79-6.85 (m, 1H), 5.72-5.82 
20 (m, 1H), 5.24 (s, 2H), 4.47 (m, 1H), 3.94-4.05 (m, 2H), 2.06 et 2.08 (s, 3H), 
1.49 et 1.50 (d, 3H). 

1 .1 .2. Preparation de I' a-acetoxyethoxycarbonyl-serine (11) 

25 A une solution de 400 mg (1 .23 mmol) de (1 0) dans 1 3 ml d'ethanol sont 

ajoutes 40 mg de palladium sur charbon actif. Apres 4h d'agitation a 
temperature ambiante sous flux d'hydrogene, la reaction est complete. Le 
melange reactionnel est filtre sur celite et le filtrat evapore sous vide reduit pour 
donner le brut sous forme de depdt translucide qui est engage directement 

30 dans I'etape suivante (328 mg). 

RMN- 1 H (400 MHz, CDCI 3 ): 6:. 6.3-6.8 (m, 1H), 5.8-6.3 (m, 1H), 4.3-4.4 (m, 
1H), 3.7-4.1 (m, 2H), 2.08 (s), 1.49 et 1.50 (d, 3H). 
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1.2. Preparation de MeBmKQ-Sar-Ser(OP n(QHyVCQOCH(CH a ')OCOCH 3 ) 1 
-CsA. (XVI) 

1.2.1 Preparation de MeBmt(0-Sar-Ser-COOCH(CH 3 )OCOCH 3 ) 1 -CsA (12) 



170 mg (0.13 mmol) de (7) obtenu selon I'Exemple 1 sont dissous dans 
3 ml de dichloromethane sous argon. Sont ajoutes successivement sous argon, 

10 92 nl (0.53 mmol, 4 eq) de DIEA, 51 mg (0.26 mmol, 2 eq) de HATU et 60 mg 
de (11) (0.26 mmol, 2 eq). Apres 5 heures d'agitation a temperature ambiante, 
la reaction est complete. Le dichloromethane est evapore sous vide reduit et le 
residu repris dans de I'acetate d'ethyle. La phase organique est extraite trois 
fois avec une solution d'acide citrique a 6%, une solution saturee de NaHC0 3 

15 et une solution saturee en NaCI, sechee sur Na 2 S0 4 anhydre, filtree et le 
solvant est evapore sous vide reduit. Le produit brut obtenu est 
chromatographic sur gel de silice pour donner une mousse blanche (143 mg). 
ESI-MS : m/z : 1513.32 [M+Na*], 1508.34 [M+H 2 0+H + ], 1491.36 [M+H*], 
746.36 [M+2H + j. 



1.2.2. Preparation de MeBmt(0-Sar-Ser(OPO(OAII) 2 )-COOCH(CH 3 )OCOCH 3 ) 1 - 
CsA (13) 



5 




(12) 



20 




25 



(13) 



WO 02/085928 PCT/CH02/00222 

-27- 

130 mg (0.09 mmol, 1 eq) de (12) sont dissous dans 880 |al de CH 2 CI 2 
anhydre. Puis 20 mg (0.27 mmol, 3 eq) de 1H-tetrazole suivis de 52 jnl (0.17 
mmol, 2 eq) de (AIIO) 2 PN(iPr) 2 sont additionn6s. Apr£s 4 h d'agitation £ 
5 temperature ambiante, le melange reactionnel est refroidi a -60°C, 44 mg (0.17 
mmol, 2 eq) d'acide m-chloroperbenzoTque sont ajoutes et I'agitation est 
poursuivie 30 min a -60°C, 15 min a 0°C et 45 min a temperature ambiante. A 
0°C, 0.5 ml d'une solution £ 10% de Na 2 S 2 0 5 sont ajoutes au milieu 
reactionnel, afin de detruire I'exces d'oxydant puis on extrait au 

10 dichloromethane. La phase organique est lavee avec une solution & 10% de 
Na 2 S 2 0 5 puis le dichloromethane est evapore sous vide r6duit. Le residu est 
repris dans lather de methyle et tertiobutyle et cette phase organique extraite 
avec une solution d'acide citrique 3 6%, une solution satur6e en NaCI, s6chee 
sur Na 2 S0 4 anhydre, filtree et le solvant est evapore sous vide reduit. Le 

15 produit brut obtenu est chromatographie sur gel de silice pour donner une 
mousse blanche (98 mg). 
ESI-MS : m/z : 1651.38 [M+H*], 826.35 [M+2H + ]. 

1.2.3. Preparation de MeBmt(0-Sar-Ser(OPO(OH) 2 )-COOCH(CH3)OCOCH3) 1 
20 -CsA (XVI) 




(XVI) 

25 A une solution de 184 mg (0.58 mmol, 3 eq) de Bu 4 N + F" H 2 0 dans 2 ml 

de CH 2 CI 2 sont ajoutes sous argon et a temperature ambiante 206 pi (1.55 
mmol, 8 eq) de Me 3 SiN 3 et 1.12 g (0.97 mmol, 5 eq) de (PPh 3 ) 4 Pd°. Apres 
agitation a temperature ambiante pendant dix minutes, 320 mg (0.19 mmol, 1 
eq) de (13) sont ajoutes et le melange reactionnel Iaiss6 agiter a temperature 
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ambiante pendant trente minutes. La reaction est alors complete. Le melange 
reactionnel est hydrolys6 par addition d'une solution d'acide citrique a 6% et le 
dichloromethane est evapor§ sous vide reduit. Le residu est repris dans de 
I'ac6tate d'6thyle et la phase organique obtenue est extraite trois fois avec une 
5 solution d'acide citrique a 6% et une solution saturee en NaCI, sechee sur 
Na 2 S0 4 anhydre, filtree et le solvant est evapore sous vide r6duit. Le produit 
brut obtenu est chromatographic sur cartouche Sep-Pack® puis sur HPLC 
preparative pour isoler le compose pur sous forme de lyophilisat (342 mg). 
ESI-MS : m/z : 1593.32 [M+Na + ], 1571.81 [M+H + ]. 

10 

Exemple 3 

Proortetes phvsico-chimiques des undeca-peptides cvcliaues de formules (XV) 
et (XVI) 

15 1. Hvdrosolubilite des und6ca-peptides cvcliques de formules (XV) et (XVI) 

Les solubilites dans I'eau ont et§ 6valu6es par un examen visuel § 
temperature ambiante du laboratoire par dissolution directe d'une quantite 
pesee du und6ca-peptide cyclique dans des tampons phosphates 67 mM de 
20 type Sorensen. Les valeurs sont rassemblees dans le Tableau 1 . 



Undeca-peptide 
cyclique 


Solubility aqueuse a 


pH=5 


pH=6 


pH=7 


pH=8 


(XV) 






>7 mM 




(XVI) 


>20mM 


>20 mM 


>20 mM 


>20mM 



Tableau 1 



25 A titre indicatif, la Cyclosporine A est decrite pour avpir une solubilite 

maximale dans Teau de 33 \xglm\ a une temperature de 20°C et a pH 7, ce qui 
correspond a une concentration maximale de 0,027 mM. 



2. Stabilite chimique et enzvmatigue des und6ca-oeptides cvcliaues de 
30 formules (XV) et (XVI) 
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Une premiere evaluation de la stability chimique au cours du temps du 
undeca-peptide cyclique de formule (XV) a et6 effectuee, d'une part dans une 
solution isotonique constitute de mannitol, d'autre part dans un tampon 
5 phosphate (PBS) a un pH de 7 et a des temperatures de 4, 20 et 37°C. 



Les pourcentages de Cylosporine A d6tect6e sont rassembtes dans le 
Tableau 2 suivant: 





4°C, mannitol 


20°C, mannitol 


37°C, mannitol 


37"C, PBS 


30 jours 


3,5% 


17,0% 


25,0% 


90,0% 


90 jours 


5,0% 


38,0% 







10 

Tableau 2 

Comme ont peut le constater, a la temperature de 4°C dans une solution 
de mannitol, le peptide cyclique s'avdre etre stable r6pondre pendant au moins 
15 90 jours. 

Une deuxieme etude de stabilites, a la fois chimique et enzymatique, a 
6te effectuee avec les deux undeca-peptides cycliques de formule (XV) et (XVI) 
mis en solution dans un tampon HEPES 50 mM de pH 7,4 a 37°C, en absence 
20 et en presence d'esterases. Durant I'incubation a 37°C, des aliquotes de 40 \il 
sont preleves a des intervalles de temps appropries et analyses par HPLC et 
ESI-MS. 

En absence d'enzyme, une stabilite chimique supSrieure a 3 jours est 
25 observ6e pour les deux undeca-peptides cycliques. 

Les resultats obtenus lors de I'hydrolyse en presence d'esterases ont ete 
rassembles dans la Figure 1. La courbe de cinetique de conversion du undeca- 
peptide cyclique (XVI) est representee par des losanges alors que la courbe de 
30 cinetique d'apparition de la Cyclosporine A est representee par de carr6s. 
Comme on peut le constater selon cette figure, en presence d'esterases, le 
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undeca-peptide cyclique (XVI) se degrade rapidement pour liberer la 
Cyclosporine A. Une observation similaire a ete faite pour le und§ca-peptide 
cyclique (XV). 

5 Les undeca-peptides cycliques (XV) et (XVI) ont 6te soumis a une 

incubation dans du s6rum bovin & 37°C. Les temps de demi-vie de conversion 
des undeca-peptides cycliques en Cyclosporine A ont ete lvalues et sont 
respectivement de 3,66 et 3,50 heures. 

10 Exemple 4 

Application pour administration intra-veineuse sous forme de solution aaueuse 
Etude de pharmacocinetiaue des undeca-peptides cvcliaues de formules (XV) 
et (XVI) 

15 Afin de mettre a disposition du clinicien un outil alternatif aux 

formulations galeniques de la Cyclosporine A couramment utilise sous la forme 
de micro-emulsion dans de Phuile de ricin polyoxy6thyl§n6e de stabilite 
delicate, peu facile & manipuler et induisant des effets deleteres, des pro- 
drogues de la prSsente invention, sous la forme de simples solutions 

20 aqueuses, ont ete evaluees en vue d'une application intra-veineuse. 

Ainsi, les deux undeca-peptides cycliques (XV) et (XVI), en solution 
dans du tampon phosphate, ont et6 administr6s par voie intraveineuse chez le 
rat & raison d'une dose equivalente a 10 mg/kg de Cyclosporine A. 

25 

En reference, un §chantillon d'une solution injectable de Cyclosporine, 
disponible dans le commerce sous la marque de commerce Sandimmun a ete 
utilise apr6s dilution appropriee. 

30 Des prelevements de sang ont 6te effectues a intervalles reguliers puis 

soumis a analyse en vue d'effectuer un dosage de la Cyclosporine A. 
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Les taux sanguin de Cyclosporine A apr6s administration i.v. de la 
Cyclosporins A ont 6te rassembtes sur ia Figure 2a. Ceux obtenus apres 
administration i.v. respectivement d'une solution aqueuse des deux pro- 
drogues (XV) et (XVI) sont rassembles respectivement sur les Figures 2b et 2c. 
5 Les resultats interpr6tes des courbes des Figures 2a, 2b et 2c ont ete 
rassembtes dans le Tableau 3 suivant. 



Undeca-peptide 


Cyclosporine A 


(XV) 


(XVI) 


AUCWig.hr 1 


69229 


66626 


44699 


CL Uh/kg 


0,14 


0,15 


0,22 


MRTh 


15,2 


15,3 


14,9 


Vss L/kg 


2,2 


2,2 


3,4 


T1/2 , h 


0,31 


0,55 


0,20 


T1/2 2 h 


11,1 


11,8 


11,8 



Tableau 3 

10 

Dans ce tableau, la signification des abreviations est la suivante: 

- AUC: aire sous la courbe ("Area under the curve"); 

- CL: clairance ("Clearance"); 

- MRT: ("Mean residence time"); 

15 -Vss: volume de distribution a I'etat d'equilibre ("Volume of distribution at 
steady state"); 

- T1/2 1: temps de demi-vie initiale; et 

- T1/2 2> temps de demi-vie terminale. 

20 Comme on peut le constater de la Figure 2 et du Tableau 3, les 

paramStres pharmacocinetiques de ('experience controle avec la Cyclosporine 
A sont comparables a ceux rapport6s dans la literature. L'aire sous la courbe 
de la Cyclosporine A gen^ree lors du clivage du undeca-peptide cyclique (XV) 
est comparable & celle de la Cyclosporine A de I'exp6rience controle alors que 

25 celle de la Cyclosporine A g6n6r6e lors du clivage du und6ca-peptide cyclique 
(XVI) est reduite de 25% par rapport & celle de la Cyclosporine A de 
Texperience contrdle. 
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Les deux undeca-peptides cycliques (XV) et (XVI) montre chacun un 
profil de liberation sanguine de la Cyclosporine A similaire. Ces profils sont 
similaires a celui de la Cyclosporine A sous la forme galenique a base d'huile 
5 de ricin polyoxyethy!6n§e. 

De ces resultats, il en rSsulte que les pro-drogues de la pr6sente 
invention offre, pour un profil de liberation de Cyclosporine A equivalent, les 
grands avantages suivants par rapport aux formulations galeniques existantes 
10 de Cyclosporine A: 

-facilite de mise en oeuvre par simple dissolution dans I'eau; et 
- pas d'obligation d'utiliser des excipients s'averant etre toxiques; et 
-pas d'obligation pour utiliser des materiaux particulier pour les 
15 manipuler. 

Exemple 5 

Application pour administration topiaue oculaire sous forme de solution 
aqueuse 

20 Etude de pharmacocinetique du undeca-peptide cvclique de formule (XV) 

Afin de mettre £ disposition du clinicien un outil permettant une 
administration topique oculaire de Cyclosporine A sans que des irritations ou 
des sensation desagreable soient ressenties ou que la vision ne se trouble, des 
25 pro-drogues de la presente invention, sous la forme de simples solutions 
aqueuses, ont ete evaluees. 

1 . Preparation des solutions 

30 Des solutions aqueuses isotoniques a 5% de mannitol et a pH 7,0 du 

und6ca-peptide cyclique (XV) ont et§ preparees. La concentration en 
Equivalent en Cyclosporine A est de 1% (poids/volume). Les solutions ont ete 
st§ri!is6es par passage au travers de filtres de nitrocellulose a 0,22 urn. Une 
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formulation de reference de Cyclosporin A a 6t6 preparee sous la forme d'une 
solution & 1% dans de I'huile d ! olive. 

2. Determination de la tolerance du undeca-peotide cvcliaue de formule (XV) 

5 

La tolerance oculaire a et§ determinee selon deux m§thodes, a savoir 
selon le test modifte de Draize et par un ophtalmoscope d balayage laser 
confocal. 

10 2.1 . Test modifte de Draize (test de tolerance aigufi) 

Cette evaluation a ete operee sur six lapins males albinos. Pour chaque 
animal, un oeil a regu une instillation de 50 |nl de la solution telle que d6crite 
pr6cedemment, I'autre oeil, non traite, jouant le role de contrdle. 

15 

devaluation clinique d'une eventuelle irritation a ete effectuee 
visuellement par Evaluation de I'ecoulement oculaire, du ch6mosis conjonctival 
et de la rougeur conjonctivale selon la classification d6crite dans le Tableau 4 
suivant: 



Ecoulement 


Normal 


0 


oculaire 


Ecoulement faible 


1 




Ecoulement s6v6re couvrant une petite surface de la cornSe 


2 




Ecoulement s§vere couvrant une grande partie de la cornee 


3 


ChSmosis 


Normal 


0 




ChSmosis faible incluant la membrane nictitante 


1 




Ch6mosis sGvdre avec I'ceil partiellement clos 


2 




ChSmosis s6v6re avec Toeil clos 


3 


Rougeur 


Vaisseaux sanguins normaux 


0 




Certains vaisseaux hyperh6miques 


1 




Rougeur diffuse, vaisseaux individuels non facilement discemables 


2 




Rougeur forte diffuse 


3 



20 

Tableau 4 
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L'eventuelle irritation a ete observee, sur chaque animal, selon les 
regies prec6dentes, a intervalles determines s'6chelonnant sur 48 heures 
apr§s I'instillation et un indice d'irritation total (Iirr) a ete calcule en procedant a 
la somme totale des indices estimes. Les resultats obtenus sont rassembles 
5 dans le Tableau 4 au point 2.3 ci-dessous. 

2.2. Ophtalmoscopie a balayage laser confocal ("Confocal laser scanning 
opthalmoscope, CLSO") (test devaluation d'une toxicite sub-aigue sur 4 jours 
d ! administration) 

10 

Ce test a 6t6 effectu6 sur le meme type d'animal que precedemment. 25 
|il d'une solution telle que decrite precedemment ont ete instilles sur la cornee 
de I'ceil droit trois fois par jour pendant quatre jours puis une fois au quatrieme 
jour juste avant Tobservation. Apres la derntere instillation, les lapins ont et6 
15 mis sous sedation par administration de chlorhydrate de ketamine et de 
xylazine. Un total de 25 jil d'une solution de fluoresceine de sodium a 0,5% en 
poids/volume ont ete instilles sur I'oeil afin de permettre un marquage s6lectif 
des surfaces eventuellement endommagees. Uoeil a ensuite et6 rince pendant 
une minute par une solution saline a 37°C. 

20 

Enfin, I'oeil a 6te observe par un ophtalmoscope a balayage laser 
confocal selon la m6thode d6crite par Furrer et al., J. Ocular Pharmacol., 1997, 
13, 559. Uophtalmoscope a 6t6 couple ^ un systeme de traitement d'image afin 
de pouvoir reconstituer une image en trois dimensions et permettre une 
25 evaluation des zones endommagees. 

Le degre de tolerance est lvalue en fonction du pourcentage de lesions 
de cornee et selon la regie suivante: 

- de 0% a 25%: bonne tolerance; 

30 - de 25% a 40%: tolerance acceptable; 

- de 40% a 60%: faible tolerance; et 

- au dessus de 60%: tolerance inacceptable. 
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On note qiTil est generalement reconnu qu'un pourcentage de l6sions 
inferieur ou 6gal a 5% correspond & un taux de mortalite cellulaire habituel 
chez un corps sain non soumis a un quelconque traitement. 

5 Les resultats obtenus sont rassembles dans le Tableau 5 au point 2.3. 

ci-dessous. 

2.3. R6sultats de la tolerance oculaire du undeca-peptide cyclique de formule 
(XV) 

10 





Uncteca-peptide (XV) 


Cyclosporine A 


Draize, I lrr 


1.8 


1.9 


CLSO, % de !6sions 


7 


23 



Tableau 5 



Du Tableau 5, il apparait qu'un indice d'irritation total de 1,8 a ete obtenu 
15 au test de Draize pour le undeca-peptide cyclique de formule (XV) et que 7% 
de la cornee ont 6te I6sees par administration de ce produit. Ces deux rSsultats 
demontrent une tres bonne tolerance a ce und6ca-peptide cyclique, cette 
tolerance etant nettement amelioree par rapport a celle obtenue lorsque la 
Cyclosporine A est administr6e dans de I'huile d'olive. 

20 

Pour des raisons evidentes, Tamelioration subjective du confort de la 
vision par ['utilisation d f une solution aqueuse plutot que huileuse n ! a pas 6te 
6valu6e sur Tanimal. 

25 3. Stabilite du und6ca-peptide cvdique de formule (XV) 

Des echantillons des solutions decrites pr^cedemment ont ete 
conserves respectivement a 4°C et 20°C. Des analyses par HPLC ont ete 
effectuees reguli&rement pendant 3 mois. Ces echantillons se sont av6r§s 
30 poss6der une bonne stabilite dans de telles conditions. 
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4. Cinetiaue de conversion ex-vivo du undeca-peptide cvcliaue de formule (XV) 

Ce test de cinetique de conversion a ete effectue en incubant a 37°C 25 
fj d'un echantillon de la solution decrite precedemment sous legere agitation 
5 avec 8 ul de larme fraiche de lapin. A intervalles de 1 , 2, 3 et 30 minutes, des 
prelevements de 2 ont ete effectues puis analyses par HPLC. 

Les resultats obtenus ont montre que le undeca-peptide cyclique de 
formule (XV) joue son role de pro-drogue des la premiere minute de contact 
10 avec la larme de lapin en liberant la Cyclosporine A. A 3 minutes, 3% de la pro- 
drogue se trouvent convertis, puis 4,7% au bout de 30 minutes. 

5. Cinetiaue de conversion in-vivo du undeca-peptide cvcliaue de formule (XV) 

15 Ce test de cinetique de conversion in-vivo a ete effectue en instillant un 

echantillon de 25 ^l de la solution precedemment decrite dans I'ceil droit de 
lapins males albinos (4 kg). Des echantillons de larmes ont ete preleves a 
intervalles de 1, 2, 3, 4 et 20 minutes puis analyses par HPLC. 

20 Les resultats obtenus ont ete rassembles sur la Figure 3. Comme on 

peut le constater, ce test vient confirmer les resultats deja obtenus lors de 
I'experience ex-vivo, Le undeca-peptide cyclique de formule (XV) (carres) joue 
bien son r6le de pro-drogue des la premiere minute de contact avec la larme 
de lapin en liberant la Cyclosporine A (ronds) et cette liberation se poursuit au 

25 cours des 20 minutes qui suivent. A 1 minute, la concentration en Cyclosporine 
A dans la larme est de 0,025 mg/ml. 

6. Conclusions 



30 De ces r6sultats, il en resulte que les pro-drogues de la presente 

invention offre, pour une administration topique oculaire, les avantages 
suivants: 
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- facilite de preparation d'une formulation galenique telle qu'un collyre 
par simple dissolution dans une solution aqueuse sans necessite 
d'avoir recours & des adjuvants huileux; 

- bonne tolerance aiguS et tres bonne tolerance sub-aiguS sup6rieures a 
i celles obtenue avec une formulation galenique de cyclosporine sous 

forme huileuse; 

- bonne stabilite; et 

- temps de demi-vie approprie pour une application ophtalmique. 
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Revendications 



1. Pro-drogue constitu6 d'un und6ca-peptide cyclique dont 
5 I'enchamement peptidique comprend au moins un residu d'acide amine de 
formule generate (I) suivante: 




dans laquelle: 

10 - I'atome de carbone C a constitue I'un des maillons du cycle und6ca~peptidique; 

- les substituants Y represented chacun un atome d'hydrogene ou constituent 
ensemble une liaison; 

- les substituants R 1 et R 3 represented, indSpendamment Tun de I'autre, un 
atome d'hydrogene, un groupe aralkyle, un groupe alkaryle, un groupe 

15 h&eroalkyle, un groupe heterocyclique, un groupe alkyl-heterocyclique, un 
groupe heterocyclique-alkyle ou un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de 
carbone, lineaire ou ramifi§, et Sventuellement substitute par au moins un 
des groupements choisis parmi -COOH, -CONHR 8 , -NHC=NH(NH 2 ), 
-NHC=NR 8 (NH 2 ), -NH 2f -NHR 8 , -NR 8 2 , -N + R 8 3 , -OH, -OPO(OR 8 ) 2 , 

20 -OPO(OH)(OR 8 ), -OPO(OH) 2 , -OSO(OR 8 ) 2 , -OSO(OH)(OR 8 ), -OSO(OH) 2 , et 
les differentes formes saliftees de ces groupements, chacun des substituants 
R 8 representant indSpendamment Tun de I'autre un groupe alkyle, lineaire ou 
ramifte, ayant de 1 a 6 atomes de carbone; 

- les substituants R 2 et R 4 represented, independamment I'un de I'autre, un 
25 atome d'hydrogene, un groupe alkaryle, ou un groupe alkyle ayant de 1 a 6 

atomes de carbone, Iin6aire ou ramifte; 
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- les substituants R 5 et R 6 represented, ind§pendamment Tun de 1'autre, un 
atome d'hydrogene, un groupe aralkyle, un groupe aikyle ayant de 1 a 6 
atomes de carbone, lineaire ou ramifi§; et 

-le substituant R 7 represente un groupe aralkyle, un groupe alkaryle, un 
5 groupe h&eroalkyle, un groupe h<§terocyclique, un groupe alkyl- 
heterocyclique, un groupe h6t6rocyclique-alkyle ou un groupe aikyle ayant de 
1 a 6 atomes de carbone, lineaire ou ramifte lesdits groupes etant 
6ventuellement substitu6s par au moins un des groupements choisis parmi 
-COOH, -CONHR 8 , -NHC=NH(NH 2 ), -NHC=NR 8 (NH 2 ), -NH 2 , -NHR 8 , -NR 8 2 , 
10 -N + R 8 3 , -OH, -OPO(OR 8 ) 2l -OPO(OH)(OR 8 ), -OPO(OH) 2 , -OSO(OR 8 ) 2 , 
-OSO(OH)(OR 8 ), -OSO(OH) 2 , et les differentes formes salifiees de ces 
groupements, chacun des substituants R 8 ayant la definition precedente. 

2. Pro-drogue selon la revendication 1, caract6ris6e en ce que, dans 
15 formule generate (I) d6finissant ledit r6sidu d'acide amin6, au moins Tun des 

substituants R 1 et R 3 repr6sente un groupe aralkyle, un groupe alkaryle, un 
groupe heteroalkyle, un groupe heterocyclique, un groupe alkyl-heterocyclique, 
un groupe heterocyclique-alkyle ou un groupe aikyle ayant de 1 <k 6 atomes de 
carbone, lineaire ou ramifte, chacun desdits groupes etant substituS par au 
20 moins un des groupements choisis parmi -COOH, -CONHR 8 , -NHC=NH(NH 2 ), 
-NHC=NR 8 (NH 2 ), -NH 2 , -NHR 8 , -NR 8 2 , -N + R 8 3 , -OH, -OPO(OR 8 ) 2 , 
-OPO(OH)(OR 8 ), -OPO(OH) 2 , -OSO(OR 8 ) 2 , -OSO(OH)(OR 8 ), -OSO(OH) 2 , et 
les differentes formes salifiees de ces groupements, chacun des substituants 
R 8 ayant la definition precedente. 

25 

3. Pro-drogue selon la revendication 2, caracterisee en ce que lesdits 
groupes aralkyle, alkaryle, heteroalkyle, h£terocycIique, alkyl-heterocyclique, 
heterocyclique-alkyle ou aikyle sont substitues par au moins un des 
groupements choisis parmi -NR 8 2 , -N + R 8 3) -OPO(OH) 2 ou ses differentes 

30 formes salifiees de ces groupements, chacun des substituants R 8 ayant la 
definition pr£c6dente. 
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4. Pro-drogue selon la revendication 3, caracterisee en ce que au moins 
I'un desdits substituants R 1 et R 3 repr&sentent un groupe alkyle lineaire ayant 
de 1 a 6 atomes de carbone substitues par au moins un des groupements 
choisis parmi -NR 8 2 , -N + R 8 3 , -OPO(OH) 2 ou ses differentes formes salifiees de 

5 ces groupements, chacun des substituants R 8 ayant la definition precedente. 

5. Pro-drogue selon la revendication 1, caracterisee en ce que, dans 
formule generate (I) definissant ledit residu d'acide amine, les substituants R 5 
et R 6 ne peuvent repr£senter simultan6ment un atome d'hydrogene. 

10 

6. Pro-drogue selon la revendication 1, caracterisee en ce que, dans 
formule generate (I) definissant ledit residu d'acide amine, au moins I'un desdits 
substituants R 5 et R 6 represente un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de 
carbone, lineaire ou ramifie, et le substituant R 7 repr6sente un groupe aralkyle 

15 ou un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone, lineaire ou ramifie. 

7. Pro-drogue selon la revendication 6, caracterisee en ce que lesdits 
substituants R 5 et R 6 represented, independamment I'un de I'autre, un atome 
d'hydrogene ou un groupe methyle. 

20 

8. Pro-drogue selon la revendication 1, caracterisee en ce que ledit 
enchancement peptidique comprend un seul residu d'acide amine de formule 
generate (I) formant un cycle undeca-peptidique avec une sequence lineaire de 
dix acides amines de formule generate (II) suivante: 

25 

-T-U-V-W-MeLeu-Ala-X-MeLeu-Z-MeVal- (II) 

dans laquelle: 

- T est choisi parmi les acides amines Ala, Abu, Nval, Val et Thr; 
30 -U est choisi parmi les acides amines Sar, (D)MeSer, (D)MeAla et 
(D)MeSer(OCOR 9 ), avec R 9 representant un atome d'hydrogene, un groupe 
alkaryle, ou un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone, Iin6aire ou 
ramifie; 
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- V represente un acide amine de formule generate (N-R 10 )aa, aa etant choisi 
parmi les acides amines Val, Leu, lie, Thr, Phe, Tyr, Thr et R 10 etant un 
groupe akyle lineaire ou ramifie ayant de 1 a 6 atomes de carbone; 

- W est choisi parmi les acides amines Val, NVal et Leu; 

5 - X est choisi parmi les acides amines (D)Ala, (D)Ser, (D)Hiv, (D)Val et (D)Thr; 
et 

- Z est choisi parmi les acides amines Leu et MeLeu. 

9. Pro-drogue selon la revendication 8, caracterisee en ce que ladite 
10 sequence lineaire de dix acides amines est choisie parmi les sequences 
suivantes de formules (III) a (XV): 



-Abu-Sar-MeLeu-Val-MeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal- (III); 

-Abu-(D)MeAla-EtVal-Val-MeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal- (IV); 

15 -Thr-Sar-MeLeu-Val-MeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal- (V); 

-Val-Sar-MeLeu-VahMeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal- (VI); 

-NVal-Sar-MeLeu-Val-MeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal- (VII); 

-VaKD)MeAla-MeLeu-Val-MeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal- (VIII); 

-Val-Sar-MeLeu-Val-MeLeu-Ala-(D)Val-MeLeu-Leu-MeVal- (IX); 

20 -VahSar-MeLeu-Val-MeLeu-Ala-(D)Thr-MeLeu-Leu-MeVal- (X); 

-Abu-(D)MeSer(OAc)-MeLeu-Val-MeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-Leu-MeVal-(XI); 

-Abu-SaH\/leLeu-Val-MeLeu-Ala-(D)Ser-MeLeu-MeLeu-MeVal- (XII); 

-Thr-Sar-MeLeu-Leu-MeLeu-Ala-(D)Hiv-MeLeu-Leu-MeVal- (XIII); 

et 

25 -Abu-Sar-MeLeu-Val-MeLeu-Ala-(D)Val-MeLeu-Leu-MeVal- (XIV). 



10. Pro-drogue selon Tune quelconque des revendications precedentes 
ayant respectivement les formules (XV) et (XVI) suivantes: 
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— J.. — t 



.0 




0 | = 0 I o 



H 

Abu-Sar-MeLeu-Val-MeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeVa!-, 



(XV); 
et 



HO^OH 



If 0 1 ° x - 0 I O 

do^y^A 



-N 1 ^^ — Abu-Sar-MeLeu-Val-MeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal- 
CH 3 O 



(XVI). 



10 11. Utilisation cTune pro-drogue selon la revendication 1 en tant que 

medicament. 



12. Utilisation d'une pro-drogue selon la revendication 1 pour la 
preparation d'un medicament destine au traitement de pathologies des 
15 muqueuses. 



13. Utilisation d'une pro-drogue selon la revendication 1 pour la 
preparation d'un medicament destine au traitement local de pathologies 
oculaires. 
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14. Utilisation selon la revendication 13, caracteris6e en ce que lesdites 
pathologies sont choisies parmi les keratoconjonctivites seches, le syndrome 
de Sjogren, les keratoconjonctivites allergiques, en particulier, celles 
5 resistantes aux corticosteroids, les conjonctivites muco-synechiantes, les 
keratites stromales herpetiques, les keratites limbiques immunitaires, la keratite 
de Thygeson, les pathologies liees aux greffes de corn6e, comme traitement 
adjuvant d ! une chirurgie filtrante. 

10 15. Utilisation d'une pro-drogue selon la revendication 1 pour la 

preparation d'un medicament destine a permettre la prolongation de survie des 
allogreffes d'organes. 

16. Utilisation selon la revendication 15, caracterisee en ce que lesdits 
15 organes portant une greffe sont choisis parmi le rein, le cceur, le foie, le 

pancreas, le poumon, I'intestin grele, la moelle osseuse. 

17. Utilisation d'une pro-drogue selon la revendication 1 pour la 
preparation d'un medicament destine a inhiber la replication du virus de 

20 I'immunodeficience humaine de type 1 (VIH-1). 
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